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AML    Akute myeloische Leukämie 
ADP    Adenosindiphosphat 
APC    Allophycocyanin 
APL    Akute Promyelozyten-Leukämie 
BCG  Bacillus Calmette-Guérin 
BSA  Bovines Serum Albumin 
CAR-T-Zellen chimäre Antigenrezeptor-T-Zellen 
CD  Cluster of Differentiation 
CR  Complete Response 
CTLA-4  Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 
CXCL12  CXC Chemokin 12 
CXCR4  CXC Chemokinrezeptor 4 
DMSO  Dimethylsulfoxid  
D-PBS  Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 
DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen u. 
Zellkulturen 
EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 
EST  Esterase 
FAB  French-American-British Klassifikation 




FCS  Fetal Calf Serum 
FITC  Fluorescein 
GvH-D   Graft-versus-host-Disease 
GvL    Graft-versus-Leukemia Effekt 
HIF-1a   Hypoxie induzierter Faktor 1a 
HLA    Human Leukocyte Antigen 
HSC    Hämatopoetische Stammzelle 
Ig    Immunglobulin 
IL    Interleukin 
JAK    Janus Kinase 
KM    Knochenmark 
LSC    Leukämische Stammzelle 
MACS   Magnetic Activated Cell Sorting 
MDS    Myelodysplastisches Syndrom 
MHC    Major Histocompatibility Complex 
MPO    Myeloperoxidase 
MSC    Mesenchymale Stromazellen 
NK-Zellen   Natürliche Killer Zellen 
NKT-Zellen   Natürliche-Killer-T-Zellen 
NOS  Not otherwise specified 
NSE   Neuronenspezifische Enolase 
PAS   Periodic Acid-Schiff 




PBMC  Peripheral Blood Mononuclear Cells  
PBS  Phosphate Buffered Saline 
PBSC  Peripheral Blood Stem Cells 
PD-1  Programmed cell death 1 
PD-L1  Programmed cell death ligand 1  
PE  Phycoerythrin 
PerCP  Peridinin Chlorophyll 
PI  Propidium Iodid 
POX  Peroxidase 
RHAMM  Receptor for hyaluronic acid-mediated mobility 
SDF-1  Stromal Cell Derived Factor 
SCF  Stammzellfaktor 
SD  Standardabweichung 
TLR  Toll-like-receptor 
TCR    T-Zell-Rezeptor 
TNF    Tumor Nekrose Faktor 
TRAIL    TNF-related apoptosis-inducing ligand  
Treg    regulatorische T-Zelle 









1.1 Epidemiologie, Klinik, Diagnose und Klassifikation der akuten myeloischen 
Leukämie (AML) 
Bei der akuten myeloischen Leukämie (AML) handelt es sich um eine maligne 
Neoplasie der Myelopoese. Die Inzidenz beträgt etwa 3,7 Neuerkrankungen pro 
100.000 Einwohner pro Jahr und steigt mit dem Alter an; das mediane 
Erkrankungsalter liegt zwischen 65 - 70 Jahren [1, 2]. 
Die klinischen Symptome sind vielfältig, unspezifisch und treten meist akut auf. 
Aufgrund der zunehmenden Infiltration des Knochenmarkes durch leukämische 
Blasten - hierbei handelt es sich um unreife, nicht differenzierte 
hämatopoeitische Zellen - kommt es zur Verdrängung der physiologischen 
Hämatopoese. So sind die Symptome der Müdigkeit, verminderte 
Leistungsfähigkeit, Dyspnoe und Blässe Ausdruck einer vorherrschenden 
Anämie. Die Neutropenie führt zur Infektanfälligkeit mit Fieber und bakteriellen 
Infektionen, aber auch zu Mykosen. Durch eine Thrombozytopenie (aufgrund 
der blastären Infiltration und Verdrängung der Thrombozytopoese) kommt es zu 
diffusen Einblutungen (Petechien) oder auch beispielsweise zu 
Zahnfleischbluten und Epistaxis. Eine Hepato-Splenomegalie, 
Lymphadenopathie oder Gingivahyperplasie können ebenfalls als Folge einer 
leukämischen Infiltration auftreten.  
Zusätzlich kann es zur Hyperleukozytose (Leukozytenwerten > 50.000/µl) 




Mikrozirkulationsstörungen, die sich einerseits auf die erhöhte Zellzahl, 
andererseits auch durch die vermehrte Adhäsion von Blasten auf Endothelien 
zurückführen lässt. Eine Hyperleukozytose kann sich unter anderem durch 
unspezifische neurologische Störungen, retinale Einblutungen oder auch 
pulmonale Verschattungen präsentieren. Die Hyperleukozytose stellt einen 
hämatologischen Notfall dar und bedarf einer umgehenden Therapieeinleitung 
mit einer systemischen Chemotherapie sowie supportiven Maßnahmen wie 
Flüssigkeitsbilanzierung, Harn-Alkalisierung, intensivmedizinischer 
Überwachung sowie ggf. einer notfallmäßigen Leukapherese [3]. 
Die Ätiologie der AML ist in den meisten Fällen unbekannt, jedoch stellt die 
Exposition gegenüber ionisierender Strahlung oder zytotoxischen Substanzen 
ein erhöhtes Risiko dar. Als Folge einer Behandlung z.B. mit Topoisomerase-II-
Inhibitoren oder Alkylantien kann es zum Auftreten einer therapieassozierten 
AML kommen. Die Exposition gegenüber Umweltgiften spielt ebenfalls eine 
Rolle in der Pathogenese. So haben Raucher und Exponierte gegenüber 
Benzol oder anderen aromatischen organischen Verbindungen ein erhöhtes 
Risiko an einer AML zu erkranken. Zusätzlich ist eine sekundäre AML als Folge 
eines myelodysplastischen Syndroms oder einer myeloproliferativen Neoplasie 
möglich [4, 5]. 
Obligat für die Diagnosestellung ist die Knochenmarkpunktion mit Durchführung 
einer Knochenmarkzytologie, Immunphänotypisierung, Zyto- und 
Molekulargenetik. Mit Hilfe der Knochenmarkzytologie lassen sich u.a. 




20% Blasten ist diagnostisch beweisend für eine akute Leukämie) sowie ggf. 
dysplastische Veränderungen erfassen. Mit Hilfe von zytochemischen 
Färbungen (Myeloperoxidase = MPO, POX = Peroxidase, EST = Esterase) 
lässt sich die AML genauer klassifizieren.  
Die Einteilung der AML nach der French-American-British-Klassifikation (FAB), 
die die AML-Blasten anhand der zytologischen Merkmale einteilt, wird 
heutzutage zwar noch gelegentlich durchgeführt, [6, 7], anstelle ihrer sollte aber 
besser die WHO 2016 Klassifikation verwendet werden. Diese berücksichtigt 
morphologische, immunphänotypische, klinische und genetische 
Besonderheiten, die aus einer Chromosomen- und FISH-Analyse gewonnen 
















WHO 2008 Klassifikation akuter myeloischer Leukämien* 2008 und verwandter Vorläufer - Neoplasien und akute 
Leukämie mit unklarer Linienzugehörigkeit [9] 




AML mit t(8;21)(q22;q22); RUNX1-RUNX1T1 
AML mit inv(16)(p13.1q22) or t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11 
APL (Akute Promyelozytenleukämie) mit t(15;17)(q22;q12); PML-RARA1 
AML mit t(9;11)(p22;q23); MLLT3-MLL² 
AML mit t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214 
AML mit inv(3)(q21q26.2) or t(3;3)(q21;q26.2); RPN1-EVI1 
AML (megakaryoblastär) mit t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1 
Vorläufige Entität: AML mit mutiertem NPM1 
Vorläufige Entität: AML mit mutiertem CEBPA 
Akute myeloische Leukämie mit Myelodysplasie-assoziierten Veränderungen³ 
Therapie-assoziierte myeloische Neoplasien4 
Akute myeloische Leukämie 
ohne weitere Kategorie (not 
otherwise specified, NOS) 
AML mit minimaler Differenzierung (FAB M0) 
AML ohne Ausreifung (FAB M1) 
AML mit Ausreifung (FAB M2) 
Akute myelomonozytäre Leukämie (FAB M4) 
Akute monoblastäre/monozytäre Leukämie (FAB M5a,b) 
Akute Erythroleukämie (FAB M6) 
- reine Erythroleukämie 
- Erythroleukämie, erythroid/myeloid 
Akute Megakaryoblastenleukämie (FAB M7) 
Akute Basophilenleukämie 
Akute Panmyelosis mit Myelofibrose (Syn.: akute Myelofibrose; 
akute Myelosklerose) 
Myeloisches Sarkom (Syn.: extramedullärer myeloischer Tumor; granulozytäres Sarkom; Chlorom) 
Myeloische Proliferationen bei 
Down-Syndrom 
Transient abnormale Myelopoese (Syn.: Transientes 
myeloproliferatives Syndrom) 





Blastische plasmazytoide dendritische Zell-Neoplasien 
Akute Leukämien mit unklarer 
Linienzugehörigkeit 
Akute undifferenzierte Leukämie 
Akute Leukämie mit gemischtem Phänotyp und t(9;22)(q34;q11.2); 
BCR-ABL15 
Akute Leukämie mit gemischtem Phänotyp und (v;11q23); MLL-
Rearrangement 
Akute Leukämie mit gemischtem Phänotyp, B/myeloisch, (NOS) 
Akute Leukämie mit gemischtem Phänotyp, T/myeloisch, (NOS 
Vorläufige Entität: Natural Killer (NK) Zell lymphoblastische 
Leukämie/Lymphom 
*Für die Diagnose einer AML sind ³ 20 % Blasten im Knochenmark erforderlich (Ausnahme: AML mit t(15;17), t(8;21), 
inv(16) oder t(16;16) sowie einige Fälle von Erythroleukämien.  
 
1 Weitere wiederkehrende Translokationen die RARA betreffen sind z.B.: AML mit t(11;17)(q23;q12)/ 
ZBTB16-RARA; AML mit t(11;17)(q13;q12); NUMA1-RARA; AML mit t(5;17)(q35;q12); NPM1-RARA; oder AML mit 
STAT5B-RARA (beim letzteren wird ein normales Chromosom 17 mit konventioneller Zytogenetik gefunden). 
 
² Andere MLL Translokationen sollen entsprechend berichtet werden: z.B. AML mit t(6;11)(q27;q23); 
MLLT4-MLL; AML mit t(11;19)(q23;p13.3); MLL-MLLT1; AML mit t(11;19)(q23;p13.1); MLL-ELL;  
AML mit t(10;11)(p12;q23); MLLT10-MLL. 
 
3 Bei Kindern eher selten. 
 
4 Bei therapieassoziierten hämatologischen Neoplasien sind folgende zytotoxische Mittel impliziert: alkylierende 
Substanzen; ionisierende Bestrahlungstherapie; Topoisomerase II Inhibitoren; andere. 
 
5 BCR-ABL1 positive Leukämien können als akute Leukämie mit gemischtem Phänotyp auftreten, sollten aber wie BCR-
ABL1 positive Akute lymphoblastische Leukämie behandelt werden. 





1.1.1 Therapiemöglichkeiten der AML  
Nach Diagnosestellung sollte unverzüglich eine Therapie eingeleitet werden. 
Hier stellt sich nun die Frage, ob ein kurativer oder palliativer Ansatz gewählt 
werden soll. Die Entscheidung ist abhängig vom biologischen Alter, von der 
Komorbidität, vom Patientenwunsch und vom genetischen Risikoprofil. Der 
kurative Therapieansatz besteht aus einer Induktionstherapie gefolgt von einer 
Postremissionstherapie (Konsolidierungs- und ggf. Erhaltungstherapie).  
Als Standardtherapeutika bei der Chemotherapie gelten Cytarabin sowie ein 
zusätzliches Anthrazyklin, z. B. das „7+3“-Regime. Dieses Regime besteht aus 
der siebentägigen Gabe von Cytarabin sowie Daunorubicin für 3 Tage [11]. 
Mittlerweile gilt die sogenannte Doppelinduktion als Standard; hier wird ein 
zweiter Chemotherapiezyklus 2-3 Wochen nach dem ersten Zyklus verabreicht  
[12, 13]. Die Induktionschemotherapie sollte so schnell wie möglich nach 
Diagnosestellung erfolgen. Allein eine Therapieverzögerung von mehr als fünf 
Tagen führt bei jüngeren AML-Patienten zu einer Verschlechterung der 
Prognose [14]. 
Die Postremissionstherapie wird nach Induktion einer kompletten Remission 
(CR) oder inkompletten CR verabreicht. Definiert wird die CR durch einen 
Blastenanteil < 5% im Knochenmark, eine Normalisierung der peripheren 
Blutwerte, keine nachweisbaren Blasten im peripheren Blut und das Fehlen 
jeglicher extramedullärer Manifestationen.  
Ziel der Postremissionstherapie ist es, residuelle leukämischen Zellen endgültig 




ggfs. Erhaltungstherapie. Entscheidend für die Postremissionstherapie, im 
Gegensatz zur Induktionstherapie, ist das individuelle Risikoprofil der AML 
(insbesondere Genetik, aber auch individuelle Patientencharakteristika wie das 
Alter). Handelt es sich um eine Hochrisiko-AML wird eine allogene 
Stammzelltransplantation empfohlen [15], da diese die einzige Chance auf eine 
Heilung ermöglicht. Der wesentliche Vorteil der allogenen 
Stammzelltransplantation liegt im sog. Graft-versus-Leukämie Effekt (GvL). Im 
Wesentlichen wird dieser durch alloreaktive CD4- und CD8-postive T-Zellen 
vermittelt. Als Zielantigen der transplantierten T-Zellen zur Vermittlung des GvL-
Effekts dienen HLA-Merkmale und Differenzierungsantigene der Blasten [10, 
16, 17]. 
Bei einer allogenen Stammzelltransplantation kann als Komplikation eine durch 
T-Zellen vermittelte akute Graft-versus-host-Erkrankung (GvHD) auftreten. 
Hauptmanifestationsorte einer akuten GvHD sind Haut, Leber und Darm. Um 
einer akuten GvHD entgegenzuwirken, wird eine GvHD-Prophylaxe, angepasst 
an Remissionsstand, Alter des Patienten und der HLA Kompatibilität zwischen 
Spender und Empfänger, durchgeführt. Zu den möglichen Therapeutika zählen 
Cyclosporin A, Tacrolimus, Methotrexat, Mycophenolat Mofetil oder Anti-T-Zell-
Immunglobulin, jeweils in verschiedenen Kombinationen [18, 19]. Die Therapie 
wird ergänzt durch Prednisolon und supportiven Maßnahmen, wie 
Flüssigkeitssubstitution, antibiotische, antivirale und antimykotische 
Prophylaxen, sowie parenterale Ernährung und Schmerztherapie [20]. Bei 




Behandlungsmöglichkeiten, wie z.B. JAK-Inhibitoren, die extracorporale 
Photophorese, den Einsatz von monoklonalen Antikörpern oder die Gabe von 
mesenchymalen Stromazellen (MSC) [21-25].  
Bei bis zu 50% der Transplantierten kann es zum Auftreten einer chronischen 
GvHD kommen (ab Tag 100 nach Transplantation). Diese führt, sowohl durch 
alloreaktive als auch autoreaktive T- und B-Zellen, zur chronischen Entzündung 
und Gewebsfibrosierung, ähnlich dem rheumatischen Formenkreis. Vor allem 
Haut, Augen, Mundschleimhaut, Speicheldrüsen, Darm, Leber, Faszien und 
Lunge sind davon betroffen [26-29]. In erster Linie wird bei der chronischen 
GvHD eine topische oder systemische Kortikosteroidtherapie durchgeführt. In 
schweren Fällen oder einer therapierefraktären chronischen GvHD, kann eine 
Kombinationsimmunsupression (z.B. mit Cyclosporin A oder Tarcrolimus) 
notwendig werden. Zusätzlich sollten physikalische Therapien und supportive 
Maßnahmen (Inhalativa, Antiinfektiva u. v. m.) angewendet werden [30, 31]. 
AML-Patienten mit günstigem Risikoprofil erhalten statt einer 
Stammzelltransplantation eine Konsolidierungstherapie mit hochdosiertem 
Cytarabin (bei älteren Patienten jedoch mit intermediär dosiertem Cytarabin 
aufgrund besserer Verträglichkeit). Auch mit dieser Therapie können bei einem 
substantiellen Anteil von Patienten Langzeitremissionen und Heilungen erzielt 
werden [32-35]. Alternativ besteht auch die Möglichkeit – nach erfolgter 
Induktionstherapie - einer monatlichen myelosuppressiven Erhaltungstherapie 
(6-Thioguanin, Cytarabin und Daunorubicin) über einen Zeitraum von bis zu drei 





Die Aufgabe des Immunsystems besteht darin, körperfremde, potentiell 
gefährliche Antigene zu erkennen und zu eliminieren. Physikalische Barrieren, 
wie Epithelien, Mucus, Zilien und lösliche Proteine (z.B. Komplement System, 
Zytokine, Defensine, u. v. m.) bilden die erste Stufe der unspezifischen Abwehr 
gegen körperfremde Antigene. Die spätere Präsentation von Antigenen auf 
membrangebundenen Proteinen spielt eine wichtige Rolle, um das spezifische 
(adaptive) Immunsystem zu aktivieren [37-39]. Das adaptive Immunsystem, 
Hauptvertreter sind T- und B-Zellen, ist schließlich in der Lage, antigen-
spezifisch zu reagieren und z.B. gezielt mit Antikörpern Antigene 
auszuschalten. Abbildung 1 zeigt einen Überblick über die grundlegenden 






Abbildung 1: Bestandteile des Immunsystems 
 
Alle zellulären Bestandteile entwickeln sich aus einer pluripotenten Stammzelle 
und differenzieren sich weiter in myeloische oder lymphoide Vorläuferzellen. 
Die lymphoiden Vorläuferzellen differenzieren sich schließlich in B-, T-, NK- und 
NKT-Zellen. Myeloische Vorläuferzellen entwickeln sich zu Erythrozyten, 
Megakaryozyten und Granulozyten. Mit Hilfe der Cluster of Differentiation (CD) 
können die Zellen aufgrund ihrer spezifischen Bindung von monoklonalen 
Antikörpern unterschieden werden. Tabelle 2 zeigt einen Überblick der 
verschiedenen CD-Marker, die im Rahmen dieser Dissertation verwendet 
wurden. Die Auswahl der CD-Marker erfolgte einerseits mit dem Ziel, die 






















andererseits spiegeln sie die Aktivierung und den Aktivierungsgrad der 
einzelnen Zellen wider.  
Eine wichtige Rolle in der Immunantwort spielt auch der Mayor-
Histocompatibility-Complex (MHC). Dabei handelt es sich um 
Oberflächenmoleküle, die körpereigene (MHC-I) oder körperfremde (MHC-II) 
Proteine präsentieren. Jede eukaryote Zelle exprimiert MHC-I und wird so als 
„körpereigen“ erkannt. Kommt es zu einer Veränderung der Proteinstruktur des 
MHC-I, z.B. durch eine Virusinfektion, wird die Veränderung der Proteinstruktur 
durch einen spezifischen T-Zell-Rezeptor einer CD8+ Zelle erkannt und die 
befallene Zelle so lysiert. Im Gegensatz zu MHC-I, präsentieren MHC-II-
Moleküle Antigene den CD4+ T-Zellen, um so eine spezifische Immunantwort 
zu ermöglichen. MHC-II wird vor allem auf B- und dendritischen Zellen, 





CD4 Thymozyten, T-Zellen, 
Monozyten, Makrophagen 
Co-Rezeptor für MHC-II-Moleküle; 
Signaltransduktion 
CD3 T-Zellen T-Zell-Rezeptor, Signaltransduktion 
CD8 Zytotoxische T-Zellen 
Regulatorische T-Zellen  





CD38 Frühe B- und T-Zellen, 
Aktivierte T Zellen, 
Plasmazellen 
erhöht B Zellproliferation, Ko-
Stimulation 
CD28 T-Zell Subpopulationen, 
Aktivierte B-Zellen 
Aktivierung naiver T-Zellen 
CD45 Alle hämatopoetischen 
Zellen 
erhöhte Signalisierung durch Antigen 
Rezeptoren von B- und T-Zellen 




CD56 NK-Zellen Adhäsionsmolekül 
CD71 Alle proliferierenden Zellen Transferrin Rezeptor 
CD11b Myeloide Zellen und NK-
Zellen 
Zelladhäsion, vermittelt Phagozytose 
über Komplementfaktoren 
CD154 Aktivierte CD4 T-Zellen Ligand für CD40, Verursacher von B-
Zellen Proliferation und Aktivierung, 
Ko-Stimulation 
CD16 Neutrophile, NK-Zellen, 
Makrophagen 
Fc-Rezeptor, vermittelt Phagozytose  





CD25 Aktivierte T-Zellen, 
regulatorische T-Zellen, B-
Zellen und Monozyten 
Zellen, B-Zellen, und 
Monozyten 
IL-2 Rezeptor  
CD27 Medulläre Thymozyten, T-
Zellen, NK-Zellen, einige B-
Zellen 
TNF Rezeptor 
CD69 Aktivierte T-und B-Zellen, 
Aktivierte Makrophagen und 
NK-Zellen 
Unbekannt, frühes Aktivierungsantigen 
CD40 B-Zellen, Makrophagen, 
Dendritische Zellen, Basale 
Epithelzellen 
Rezeptor für kostimulatorisches Signal 
für B-Zellen, Anregung von Wachstum, 
Differenzierung, Zytokin-Produktion 
durch Makrophagen und Dentritische 
Zellen 
CD274 DZ, aktivierte T-Zellen, 
aktivierte Monozyten 
B7 Homolog 






T-Zellen sind mittels ihres T-Zell-Rezeptors (TCR) in der Lage, über MHC-I oder 
MHC-II Antigene zu erkennen. Dabei gibt es zwei große Subpopulationen. 
Einerseits gibt es CD8+ T-Zellen, die primäre intrazellulär-infizierte Zellen als 
auch Tumorzellen abtöten, andererseits gibt es CD4+ T-Zellen, die die 
spezifische Immunantwort regulieren.  
Jeder TCR ist einzigartig und antigen-spezifisch. Um jedoch diese Vielfalt an 
verschiedenen TCR zu erhalten, müssen die programmierenden Genabschnitte 
immer wieder neu miteinander rekombiniert werden. Diese große Variabilität 
der kodierenden Gene führt aber dazu, dass nicht funktionierende TCR 
entstehen können. Deshalb müssen die T-Zellen im Thymus reifen und 
selektiert werden [41-43]. Zuerst durchläuft die T-Zelle eine Positivselektion im 
Thymus-Kortex. Hier exprimiert sie sowohl CD4 als auch CD8. Bindet die Zelle 
an MHC-I, wird sie zur CD8+ T-Zelle, bei der Bindung an MHC-II wird die T-Zelle 
CD4+. Wird kein Rezeptor erkannt, wird die Apoptose eingeleitet [44, 45]. In der 
Thymus-Medulla erfolgt als letzter Schritt eine negative Selektion. Hier wird 
überprüft, ob die T-Zellen autoreaktive Eigenschaften besitzen. Sollte dies der 
Fall sein, wird auch hier die Apoptose induziert [46, 47]. 
Wird die CD4+ T-Zelle durch ein Antigen aktiviert, beginnt sie mit der Produktion 
von IL-2 und wird zur Th0-Zelle. Anwesende NK-Zellen, Granulozyten und 
Makrophagen beginnen ebenfalls mit der Produktion von Zytokinen. Dieses 
Zytokin-Mikromilieu führt schließlich dazu, dass sich Th0-Zellen in Th1-, Th2- 




spezifische Zytokine um die Immunantwort zu modulieren. Th1-Zellen 
unterstützen die zell-vermittelte Immunantwort und Th2-Zellen die allergische 
und humorale Immunantwort. Th17-Zellen aktivieren neutrophile Granulozyten 
und sind an Autoimmunerkrankungen beteiligt [48-50]. Des Weiteren können 
CD4+ T-Zellen über Bindung an den MHC-II von aktivierten B-Zellen, unter 
Verwendung von Co-Rezeptoren (CD80, CD86 und CD40), einen 
Immunglobulin-Isotyp Wechsel initiieren. Dieser Schritt ist essentiell für die 
adaptive Immunantwort [47]. Ein anderer Teil der CD4+ Zellen sind sogenannte 
regulatorische T-Zellen (Treg). Sie modulieren die Immunantwort nach unten 
oder regulieren die T-Zell-Reifung im Thymus [51]. 
Die über MHC-I aktivierten CD8+ T-Zellen können ihre zytotoxische Funktion auf 
zwei Arten entfalten. So sezerniert die T-Zelle Perforin, welches zur Zerstörung 
der Zellwand führt. Granzyme B, eine Serinprotease, kann dann in die Zielzelle 
eindringen und löst somit die Apoptose aus. Alternativ kann die CD8+ T-Zelle 
über den FAS-Rezeptor an den FAS-Liganden der Zielzelle binden und auch so 




NK-Zellen sind zytotoxisch und produzieren Zytokine [53]. Zirka 15 % der 
humanen Lymphozyten sind NK-Zellen, die sich typischerweise durch die 
Expression von CD56 identifizieren lassen [54]. Die Aufgabe der NK-Zellen 




fehlendem MHC-I Rezeptor zu erkennen und zu vernichten [55-57]. Prinzipiell 
stehen der NK-Zelle mehrere Abwehrmechanismen zur Verfügung. So 
produzieren sie Interferone, die einerseits die Immunantwort modulieren, um die 
adaptive Immunantwort vorzubereiten, andererseits bewirken Interferone eine 
Hemmung der Angiogenese, was wiederum zu einer Einschränkung des 
Tumorwachstums führt. Zusätzlich enthalten NK-Zellen Granula, die Perforin 
und Granzyme enthalten. Perforin bindet an die Zellmembran der Zielzelle und 
unterbricht die Zellmembranintegrität indem es Poren formt. Die Aufnahme von 
Granzymen, dabei handelt es sich um Serinproteasen, erfolgt rezeptorvermittelt 
durch Endozytose. Granzyme initiieren einerseits bereits selbst die Apoptose 
der Zielzelle, andererseits aktivieren sie Caspasen (Proteasen), die wiederum 
auch die Apoptose einleiten [58-60]. Sie produzieren TNF, welcher an 
membrangebundene Proteine - den TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing 
ligand) - bindet und so die Apoptose der Zielzelle auslöst [61]. Alternativ dazu 
können NK-Zellen das Wachstum von Tumorzellen bremsen. NK-Zellen 
exprimieren den FAS-Liganden und schütten Interferone aus. Diese bewirken, 
dass Tumorzellen den FAS-Rezeptor zu bilden beginnen und schließlich der 
FAS-Ligand der NK-Zellen daran bindet. Die Aktivierung des FAS-Rezeptors 






1.2.3. Überblick Immuntherapie  
Eine Schlüsselrolle in der Immuntherapie spielen zytotoxische und 
regulatorische T-Zellen. Eine alleinige Aktivierung der T-Zellen über einen TCR 
ist jedoch nicht ausreichend und noch zusätzliche ko-stimulatorische Signale 
werden dazu benötigt (z.B. Zytokine oder aktivierende Rezeptoren). Ebenso ist 
die Deaktivierung einer zytotoxischen T-Zelle über die Aktivierung von 
Immuncheckpoints wie cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 (CTLA-4) oder 
programmed cell death 1 (PD-1) möglich. Diese Mechanismen führen zur 
Unterdrückung der Immunantwort [64, 65].  
Mit Hilfe von sogenannten Checkpointinhibitoren kann man in den 
Aktivierungsprozess von T-Zellen eingreifen. So können bereits in der 
Aktivierungsphase von T-Zellen mittels eines CTLA-4-Inhibitors (z.B. 
Ipilimumab), die inhibierenden Prozesse von CTLA-4 unterdrückt werden. 
Tumorzellen können durch die Expression von programmed cell death ligand 1 
(PD-L1) die Immunantwort unterdrücken, indem sie den PD-Rezeptor an T-
Zellen binden und damit T-Zellen deaktivieren. Zum Einsatz kommen hier PD-1-
Inhibitoren (z.B. Pembrolizumab) oder PD-L1-Inhibitoren (z.B. Avelumab), die 
über die Blockade dieser inhibierenden Rezeptoren wieder eine Immunreaktion 
ermöglichen können. Verwendung findet diese Therapie z. B. in der 
Behandlung von Bronchialkarzinomen oder Blasentumoren [66, 67].  
Die adoptive T-Zell-Therapie ist eine andere Möglichkeit der Immuntherapie und 
erzielt vor allem bei hämatologischen Neoplasien Erfolge. Die durch 




tumorspezifischen und extrazellulären Antikörperfragment bestückt, der mit 
einem intrazellulärem TCR gekoppelt ist und zur Aktivierung der T-Zellen führt. 
Die Zellen werden ex-vivo expandiert und dem Patienten reinfundiert. Die 
veränderten T-Zellen (sog. CAR-T-Zellen) eliminieren somit spezifisch und 
MHC-unabhängig ausgewählte Tumore und sind bei pädiatrischen akuten  B-
Zell-Leukämien bereits zugelassen [68]. 
Das Feld der Immuntherapien ist weit. Tabelle 3 zeigt einen Überblick über 
bereits vorhandene und in Studien befindliche Therapiemöglichkeiten [66]. 
 
Immunmodulatorische Monoklonale Antikörper 
Tumorvakzine 
Onkolytische Viren 
Pattern recognition receptors 
Makrophagenumprogrammierung 
Inhibitoren des immunmodulatorischen Metabolismus 
Immunmodulatorische Zytokine 
Adoptiver Zelltransfer 
Monoklonale Antikörper gegen spezifische Tumore 
Immunogene Induktoren des Zelltods 





1.2.4. Immuntherapie der AML 
Aufgrund der schlechten Prognose bei Patienten mit einer AML wird schon seit 
längerem versucht, auch das eigene Immunsystem zur Leukämiebekämpfung 
heranzuziehen. Ein erfolgreicher Ansatz zur Behandlung der AML ist die 
Kombination aus IL-2, einem NK- und T-Zellen stimulierendem Zytokin, mit 
Histamin-Dihydrochlorid (HDC). Diese Kombination zeigt einen signifikanten 
antileukämischen Effekt. IL-2 vermittelt hier eine vermehrte Lyse der Blasten 
durch stimulierte NK-Zellen. Dies tritt allerdings nur dann auf, wenn die IL-2 
Gabe gleichzeitig mit HDC erfolgt, da HDC die inhibierenden Effekte von 
Granulozyten und Monozyten auf die durch IL-2 aktivierten NK-Zellen aufhebt 
[69-72]. In einer klinischen Studie unter der Kombinationstherapie von IL-2 und 
HDC zeigte sich bei 67% der Patienten ein rezidivfreies 2-Jahresüberleben, im 
Gegensatz zu 11% Rezidivfreiheit in der Kontrollgruppe [73].  
Ebenfalls zählt die schon seit langem etablierte allogene 
Stammzelltransplantation zur Gruppe der Immuntherapien. Dabei kommt es 
durch T-Zellen und NK-Zellen zum Graft-versus-Leukämie Effekt [74]. Patienten 
nach allogener Stammzelltransplantation steht auch eine weitere zelluläre 
Immuntherapie zur Verfügung. Kommt es bei dieser Patientengruppe zu einem 
Rezidiv, werden dem Stammzell-Spender Lymphozyten entnommen und 
anschließend dem Patienten übertragen. Dadurch kommt es zu einem 
erneuten, vor allem durch T-Zellen vermittelten, Graft-versus-Leukämie-Effekt. 
Eine bereits bestehende GvHD wird durch diese Therapie verschlimmert, oder 




1.3 Microenvironment im Knochenmark 
Das Knochenmark enthält hämatopoetische Stammzellen, Endothelzellen, 
Osteoblasten, Osteoklasten und mesenchymalen Stammzellen, die sich 
wiederum in Adipozyten, Chondrozyten, Fibroblasten und Myozyten 
differenzieren können. Ergänzt wird dieses Mikromilieu durch eine große Anzahl 
von nicht zellulären Faktoren [76]. Es wird vermutet, dass diese Vielzahl an 
Zellen Nischen ausbildet. Die Osteoblasten-Nische oder endostale Nische 
(Stammzellnische) besteht u. a. aus Osteoblasten und mesenchymalen 
Stromazellen (MSC), welche regulatorischen Einfluss auf die hämatopoetischen 
Stammzellen sowie AML-Blasten nehmen [77, 78]. Endothelzellen bilden die 
vaskuläre Nische, die Anschluss an das Gefäßsystem findet. Die sich hier 
befindenden Stammzellen differenzieren sich aus und die entdifferenzierten 
Zellen können somit in Blut abgegeben werden [79]. Es konnte gezeigt werden, 
dass mesenchymale Stromazellen das Überleben von leukämischen 
Stammzellen drastisch, sowohl in-vitro als auch in-vivo, erhöhen. Verantwortlich 
dafür sind sowohl Zell-Zell-Kontakte als auch lösliche Faktoren, die von den 
mesenchymalen Stromazellen gebildet werden [80, 81]. Zusätzlich beeinflussen 
mesenchymale Stromazellen den Energiestoffwechsel von leukämischen Zellen 
[82, 83]. Einer der möglichen antiapoptotischen Wirkungen von 
mesenchymalen Stromazellen auf leukämische Zellen und der damit 
einhergehenden Chemotherapie-Resistenz beruht auf einer vermehrten 




Von den nicht-zellulären Komponenten nimmt die physiologische Hypoxie einen 
wichtigen Stellenwert ein. So konnte bereits gezeigt werden, dass im 
Knochenmark und in der Stammzellnische, hypoxische Bedingungen von 1 - 
6% (Standardlaborbedingungen, also Raumluft: 21% O2) vorliegen. Die Hypoxie 
beeinflusst sowohl Zell-Signal-Wege als auch die Verankerung im 
Knochenmark, die Proliferation und die Differenzierung der AML-Blasten [85, 
86]. Werden AML-Blasten hypoxischen Bedingungen ausgesetzt, führt dies zu 
einem Zell-Zyklus-Arrest. Dieser Arrest führt unter anderem zu einer 
verminderten Zytotoxizität von Cytarabin [87]. Des Weiteren konnte gezeigt 
werden, dass AML-Blasten vermehrt IL-8 unter Hypoxie produzieren. IL-8 führt 
schließlich zu einer vermehrten Zuwanderung von MSC, was wiederum die 
Ausbildung einer Stammzellnische fördert [88]. 
Aber nicht nur AML-Blasten werden durch hypoxische Bedingungen beeinflusst, 
sondern auch T- und NK-Zellen. Ein hypoxisches lokales Tumor-
Microenvironment führt zu einer vermehrten extrazellulären Adenosin-
Kumulation sowie zu einer zusätzlichen Produktion von Adenosin durch 
regulatorische T-Zellen. Dies führt nun über intrazelluläre Signalwege zu einer 
Immunsuppression von T-Zellen. Zusätzlich kommt es zu einer durch HIF-1a 
vermittelten Blockade des TCR [89].   
NK-Zellen verlieren unter hypoxischen Bedingungen die Möglichkeit, 
aktivierende Rezeptoren, auf die Zytokine wirken (z. B. IL-2), auszubilden. Dies 
geht mit einer verminderten Tumorzell-Lyse einher. Interessanterweise wird die 




mit intratumoraler Hypoxie konnte auch bereits gezeigt werden, dass sie 
lösliche Faktoren sezernieren, die ebenfalls zu einer Reduktion von Rezeptoren 




Bei der akuten myeloischen Leukämie (AML) handelt es sich um eine maligne 
Erkrankung der Hämatopoese, die trotz intensiver Chemotherapie häufig 
rezidiviert. Besonders gefährdet sind Patienten mit Hochrisiko-AML und ältere 
Patienten, die keine intensive Therapie erhalten können. Insbesondere für 
diese Patientengruppen sind neue Therapieansätze nötig. 
Bei Hochrisko-Patienten bietet nur die allogene Stammzelltransplantation eine 
Chance auf Heilung. Relevant für die therapeutische Wirksamkeit ist in 1. Linie 
der Graft-versus-Leukemia-Effekt, also die immunologische Reaktion des 
transplantierten Immunsystems (insbesondere der T-Zellen) gegen die 
residuellen leukämischen Blasten des Empfängers. Zwar dient dies als proof of 
principle der Effektivität der Immuntherapie in der AML, andere 
immuntherapeutische Ansätze blieben aber bis dato hinter den Erwartungen 
zurück.  
Mögliche Gründe dafür könnten im protektiven Milieu des Microenvironments im 
Knochenmark liegen, welches (I) die Reaktivität von Immuneffektorzellen 





Im Rahmen dieser Dissertation soll daher der Einfluss des Microenvironments 
auf die Zell-Lyse von Effektorzellen des Immunsystems bei der AML untersucht 
werden. Im Detail wurden folgende Fragen näher betrachtet: 
 
• Welchen Einfluss hat die physiologische Hypoxie als Bestandteil des 
nicht-zellulären Microenvironments im Knochenmark auf die Aktivierung 
von NK- und T-Zellen? 
• Ändert ein hypoxisches Microenvironment die Immunantwort (Zell-Lyse) 
durch NK- und T-Zellen gegenüber AML-Blasten in-vitro? 
• Besitzen mesenchymale Stromazellen als Bestandteile des zellulären 
Microenvironments im Knochenmark einen protektiven Einfluss auf AML 
Blasten gegenüber zellvermittelter Lyse?  
• Welche Mechanismen sind ggf. bei dieser Protektion gegenüber 












2. Material und Methoden 
2.1 Allgemeine Materialien 
Aqua dest. Delta Pharma GmbH (Pfullingen, D) 
Eppendorf-Gefäß 1,5 ml mit 
Deckel 
Eppendorf (Hamburg, D) 
Ethanol Merck (Darmstadt, D) 
Handschuhe: SemperCare Semperit Technische Produkte GmbH 
(Wien, A) 
Kryoröhrchen 2 ml CORNING (New York, USA) 
Microtube 2 ml SARSTEDT (Nümbrecht, D) 
Mikroskop Primovert Zeiss (Göttingen, D) 
Pipetboy INTEGRA BIOSIENCE (Fernwald, D) 
Pipetten (2,5,10, 25, 50 ml) BD Falcon (Heidelberg, D) 
Pipettenspitzen SARSTEDT (Nümbrecht, D) 
Röhrchen (20, 50 ml) Nunc GmbH & Co. KG (Wiesbaden, D) 
Sterilwerkbank LaminaFlow MD14 Camfil (Trosa, S) 
Vortexer VORTEX-GENIE Bender & Hobein AG (Zürich, CH) 






BSA (Albumin Fraktion V) AppliChem (Darmstadt, D) 
DMSO Serva (Heidelberg, D) 
EDTA AppliChem (Darmstadt, D) 
FCS (fetales Kälberserum) Biochrom (Berlin, D) 
Hypoxie Arbeitsstation INVIVO2 400 Ruskinn Technology (Pencoed, UK) 
L-Glutamin 200 mM Life Technologies (Darmstadt, D) 
PBS (Instamed) Biochrom (Berlin, D) 
Penicillin (10000 U/ml)/ Streptomycin 
(1000 µg/ml) 
Life Technologies (Darmstadt, D) 
RPMI-1640-Medium Biochrom (Berlin, D) 
Trypsin 10x GIBCO/Invitrogen (Karlsruhe, D) 
Zellkulturflaschen (75/150 cm2) Greiner Bio-One (Frickenhausen, D) 






2.2.1 Kultivierung der Zellen 
Zellen wurden immer bei 37° C und 5% CO2 kultiviert. Je nach Ansatz erfolgte 
entweder eine Inkubation bei Raumluft (21% O2) oder bei 1% O2 mit Hilfe einer 
Hypoxie-Arbeitsstation über den jeweils angegebenen Zeitraum bei 
entsprechendem Experiment. Falls nicht anders angegeben, wurde RPMI-1640 
Medium mit 10%igem fetalem Kälberserum sowie Glutamin (2mM) und 1%igem 




Zelllinie K562 (DSMZ, Braunschweig, D). Hierbei handelt es sich um eine 
humane CML-Zelllinie in Blastenkrise.  
 
Die Zellen wurden in 75 cm2 Zellkulturflaschen bei 37° C kultiviert. In 500 ml 
RPMI-1640-Medium wurde zusätzlich FCS (hitzeinaktiviert für 30 Minuten bei 
56° C) hinzugefügt. Je nach Zellzahl wurden die Zellen alle 3 – 4 Tage 1:5 – 
1:10 gesplittet und mit einer Dichte von 2,5 x 105/ml weiter kultiviert.  
 
Stromazelllinien: In den verschiedenen Ko-Kultur Experimenten wurde die 
murine MS-5 Stromazelllinie (DSMZ, Braunschweig, D) verwendet. Zusätzlich 
dazu die murinen Stromazelllinien, EL08-1D2 und EL28-1B3. Das Besondere 
an der Zelllinie EL08-1D2 (embryonale Leber-Stromazelle) ist, dass sie ex-vivo 




Verantwortlich dafür sind Botenstoffe, wie Fibroblast Growth Factor, Insulin-like 
Growth Factor. Als Kontrolle für die verschiedenen Ko-Kultur-Experimente 
wurde die Zelllinie EL28-1B3 verwendet, die die Eigenschaften des Supports 
der Stammzellen nicht besitzt (non-support). Die Stromazellen wurden von Prof. 
Dr. Robert Oostendorp, Klinikum der Technischen Universität München, zur 
Verfügung gestellt [92, 93]. Die Stromazellen wurden in 150 cm2 
Zellkulturflaschen kultiviert (Ziel: 50.000/µL), alle 3 - 4 Tage wurde die Kultur 
geteilt. Dazu erfolgte die Lösung der Stromazellen mit Hilfe von Trypsin (Trypsin 
10x 1:10 mit PBS verdünnt) für 10 Minuten bei 37° C. Nach der Inkubationszeit 
wurden mit RMPI-Medium die Wände der Zellkulturflasche mehrmals abgespült 
und der ganze Inhalt der Zellkulturflasche wurde mit einer Pipette in ein 50 ml 
Röhrchen übertragen und anschließend zentrifugiert (5 Minuten bei 1500 RPM). 
Das entstandene Pelltet wurde in 10 ml Medium resuspendiert und in neue 
Zellkulturflaschen übertragen (50.000/µl).  
 
Lymphozyten (Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMC): Die gewonnenen 
Zellen stammten alle von freiwilligen, gesunden Probanden, denen peripheres 
Blut in EDTA-Monovetten (Sarstedt, Nümbrecht, D) entnommen wurde. 
Anschließend wurden PBMC über eine Dichtezentrifugation gewonnen und 
kultiviert. Zum Procedere siehe Kapitel 2.3. Angereicherte PBMC wurden in 
einer Konzentration von 1x106/ml kultiviert. Je nach Versuchsaufbau wurden die 





Primäre AML-Blasten: Zur Verwendung kamen Zellen, die für 
Routineuntersuchungen im Rahmen der Leukämiediagnostik gewonnen und 
nicht komplett für die Diagnostik verbraucht wurden. Ein Ethikvotum sowie die 
schriftliche Einwilligung der Patienten zur Verwendung dieser Zellen lagen vor. 
Zur Separation der Zellen siehe Kapitel 2.3. Die AML-Zellen wurden nach Ficoll-
Dichtezentrifugation bei –80° C mit FCS und 10% DMSO konserviert. Nach 
Bedarf wurden die Zellen aufgetaut, in ein 50 ml Röhrchen übertragen, sofort 
mit RPMI-Medium (1:10) verdünnt und abzentrifugiert (5 Minuten bei 1500 
RPM). Danach erfolgte ein einmaliges Waschen mit 50 ml RPMI-Medium. 















2.2.2 Trypanblau-Färbung und Zellzählung 
Neubauer-Zählkammer LO-Labor GmbH (Friedrichsdorf, D) 
Trypan Blau Lösung 0,4% Invitrogen (Karlsruhe, D) 
Zellkulturplatte (96-Well) Greiner bio-one (Frickenhausen, D) 
 
Die Zellen wurden mit Trypanblau gefärbt und anschließend in der Neubauer-
Zählkammer gezählt. Blau gefärbte und daher avitale Zellen wurden nicht 
mitgezählt. Zunächst wurden dafür 50µl einer gut homogenisierten 
Zellsuspension in eine 96er-Well Platte überführt und mit 50 µl einer 0,4 % 
Tryphan Blau Lösung vermischt. Danach wurde die Suspension in eine 
Neubauer-Zählkammer pipettiert und die vitalen Zellen nach folgender Formel 
berechnet: 
𝑁 = 𝑛 ∗ 10000,1 ∗ 0,5 ∗ 4 
N:  Zellzahl/ml Zellsuspension,  
n:  Anzahl vitaler Zellen 
0,1:  Kammerfaktor 
0,5:  Verdünnung 1:2 (50 µl + 50 µl) 









2.3 Separation der PBMC und AML-Blasten  
Biocoll Separating Solution (Ficoll) Biochrom (Berlin, D) 
BSA AppliChem (Darmstadt, D) 
CD3 MicroBeads, human MiltenyiBiotech GmbH (Bergisch 
Gladbach, D) 
DMSO SERVA (Heidelberg, D) 
EDTA AppliChem (Darmstadt, D) 
Erythrozytenlysepuffer (EasyLyse 1x) DakoCytomation (Glostrup, DK) 
FCS (fetales Kälberserum) Biochrom (Berlin, D) 
MS Column MiltenyiBiotech GmbH (Bergisch 
Gladbach, D) 
NK Cell Biotin-Antibody Cocktail, 
human 
MiltenyiBiotech GmbH (Bergisch 
Gladbach, D) 
NK Cell MicroBead Cocktail, human MiltenyiBiotech GmbH (Bergisch 
Gladbach, D) 
PBS Invitrogen (Karlsruhe, D) 
RPMI-1640-Medium Biochrom (Berlin, D) 
 
Mononukleäre Zellen wurden mittels Ficoll-Dichtezentrifugation angereichert. 




peripheres Blut in 50ml Röhrchen übertragen und 1:1 mit PBS verdünnt. 
Anschließend wurde das verdünnte Vollblut mit einer Pipette langsam auf 15 ml 
Ficoll-Lösung in einem zweiten 50 ml Röhrchen geschichtet, 20 min bei 2000 
RPM zentrifugiert und ohne Zentrifugenbremse auslaufen gelassen. Dadurch 
kommt es zu einer Trennung einzelner Blutbestandteile (sog. Phasen) und zur 
Ausbildung einer Interphase (oder „Buffy-coat“), die die PBMC oder AML-
Blasten enthält. Die Interphase wurde mit einer Pipette aufgenommen, in ein 
neues 50 ml Röhrchen übertragen, mit RPMI-Medium auf 50 ml aufgefüllt und 
ein weiteres Mal zentrifugiert (1500 RPM für 5 Minuten). Der Überstand wurde 
abgegossen, das entstandene Pellet in 10 ml Erythrozyten-Lysepuffer 
resuspendiert und für 10 min bei 4° C inkubiert. Danach wurde erneut 
zentrifugiert, der Überstand abgegossen und das Pellet in 50 ml RPMI 




2.3.1. Selektion der einzelnen Lymphozytenfraktionen  
NK- und T-Zellen wurden mittels Magnetic Activated Cell Sorting (MACS) 
separiert. MACS macht sich die Expression spezifischer Oberflächenmerkmale 
verschiedener Zelltypen zunutze und markiert die Zellen durch entsprechende 
metallbeladene Antikörper. Zur Selektion wurde die Suspension in eine 
magnetische Säule gegeben, und die mittels Antikörper markierten Zellen 




(positive Selektion). Das Eluat hingegen ist von den markierten Zellen depletiert 
(negative Selektion). Zur Selektion wurden ein MACS Separator und 
verschiedene MACS Säulen (MS) verwendet.  
Alle NK-Zellen wurden negativ selektioniert. Die folgenden Angaben beziehen 
sich immer auf 107 Zellen. Zuerst wurde mit der Herstellung eines MACS Puffer 
(PBS, 0,5% BSA und 2 mM EDTA) begonnen. Dann erfolgte eine Zellzählung 
mit Trypanblau. Nach dem Abzentrifugieren (1500 RPM für 5 Minuten) und der 
Aufnahme des Pellets in 40 µl MACS Puffer wurde 10 µl NK-Cell-Biotin-
Antibody-Cocktail hinzugegeben. Danach wurde für 10 Minuten bei 4° C 
inkubiert. Dann wurde 30 µl MACS Puffer mit 20 µl NK-Cell-MicroBead-Cocktail 
hinzugegeben und erneut für 15 Minuten bei 4° C inkubiert. Anschließend 
erfolgte die Zugabe von 1 – 2 ml MACS Puffer zum Stoppen der Reaktion und 
die Zentrifugation bei 1500 RPM für 5 Minuten. Schließlich wurde der 
Überstand abgesaugt und das Pellets in 500 µl MACS Puffer aufgenommen. 
Das Befüllen der MACS Säule mit der Zellsuspension erfolgte im nächsten 
Schritt. Nach dem vollständigen Durchlaufen der Zellsuspension wurde 
dreimalig die MACS Säule mit jeweils 500 µl Puffer gespült. Die durchgelaufene 
Zellsuspension entsprach schließlich den NK-Zellen. Die MACS Säule wurde 
aus dem Separator entfernt und mit 1 ml Puffer in ein neues Röhrchen gespült. 
Diese Zellsuspension entsprach der (magnetisch gelabelten) Rest-Population 
der PBMC. 
Alle T-Zellen wurden positiv selektioniert. Die folgenden Angaben beziehen sich 




0,5% BSA und 2 mM EDTA), danach eine Zellzählung mit Trypanblau. Nach 
dem Abzentrifugieren (1500 RPM für 5 Minuten) und Aufnehmen des Pellets in 
80 µl MACS Puffer, wurde CD3-MicroBead-Cocktail hinzugegeben und alles 10 
Minuten bei 4° C inkubiert. Dann wurde 1 – 2 ml MACS Puffer zum Stoppen der 
Reaktion hinzugefügt und danach zentrifugiert (1500 RPM für 5 Minuten). 
Schließlich wurde der Überstand abgesaugt und das Pellet in 500 µl MACS 
Puffer übertragen. 
Dann erfolgte das Befüllen der MACS Säule mit der Zellsuspension. Nach dem 
vollständigen Durchlaufen der Zellsuspension wurde dreimalig die MACS Säule 
mit jeweils 500 µl Puffer gespült. Die durchgelaufene Zellsuspension entsprach 
der Restpopulation der PBMC. Die MACS Säule wurde aus dem Separator 
entfernt und mit 1 ml Puffer in ein neues Röhrchen gespült. Diese 













2.4. Durchflusszytometrie (FACS) 
BSA AppliChem (Darmstadt, D) 
D-PBS Lifetechnologies (Karlsruhe, D) 
Durchflusszytometer FACSCalibur BD Biosciences (Franklin Lakes, USA) 
EDTA AppliChem (Darmstadt, D) 
FACS Röhrchen BD Falcon (Heidelberg, D) 
Software CellQuestPro BD Biosciences (Franklin Lakes, USA) 
 
Bei der Durchflusszytometrie werden Zellen einer Zellsuspension durch eine 
Kapillare gesogen und während der Passage mit einem Laserstrahl angeregt. 
Das dadurch entstandene Streulicht wird detektiert und spiegelt einerseits die 
Größe der jeweiligen Zelle (Forward Scatter) und andererseits die Granularität 
(Side Scatter) wieder. Zusätzlich besteht die Möglichkeit, mit Hilfe von 
fluoreszenzfarbstoffgebundenen Antikörpern spezielle Oberflächen-, aber auch 
intrazelluläre Antigene darzustellen. Zur Detektion werden dazu Laser mit 
unterschiedlicher Wellenlänge (= Farbe) verwendet. Die Auswertung dieser 
Messergebnisse erfolgt mithilfe spezialisierter Software (z.B. CellQuestã). Als 
Trägersubstanz wurde ein FACS-Puffer (D-PBS + Aqua dest. (1:10) + 0,1% 






2.4.1 FACS Färbungen 
CD 45 APC (2 µl / 500 µl FACS-Puffer) Beckman Coulter Company (Marseille, F) 
APC IgG (5 µl / 500 µl FACS-Puffer) BD Biosciences (Franklin Lakes, USA) 
CD 56 APC (10 µl / 500 µl FACS-Puffer) BD Biosciences (Franklin Lakes, USA) 
CD 69 PE (5 µl / 500 µl FACS-Puffer) Beckman Coulter Company (Marseille F) 
PE IgG (10 µl / 500 µl FACS-Puffer) BD Biosciences (Franklin Lakes, US) 
CD4 PE (10 µl / 500 µl FACS-Puffer) Beckman Coulter Company (Marseille F) 
CD3 PerCP (5 µl / 500 µl FACS-Puffer) BD Biosciences (Franklin Lakes, US) 
CD8 PE (10 µl / 500 µl FACS-Puffer) Beckman Coulter Company (Marseille F) 
CD38 PE (10 µl / 500 µl FACS-Puffer) Beckman Coulter Company (Marseille F) 
CD28 PE (10 µl / 500 µl FACS-Puffer) Beckman Coulter Company (Marseille F) 
CD58 PE (10 µl / 500 µl FACS-Puffer) Beckman Coulter Company (Marseille F) 
CD71 PE (10 µl / 500 µl FACS-Puffer) Beckman Coulter Company (Marseille F) 
CD11b PE (10 µl / 500 µl FACS-Puffer) Beckman Coulter Company (Marseille F) 
CD154 PE (10 µl / 500 µl FACS-Puffer) Beckman Coulter Company (Marseille F) 
CD16 PE (10 µl / 500 µl FACS-Puffer) Beckman Coulter Company (Marseille F) 




CD 19 PE (10 µl / 500 µl FACS-Puffer) Beckman Coulter Company (Marseille F) 
CD25 PE (10 µl / 500 µl FACS-Puffer) Beckman Coulter Company (Marseille F) 
CD27 PE (10 µl / 500 µl FACS-Puffer) Beckman Coulter Company (Marseille F) 
FITC IgG (5 µl / 500 µl FACS-Puffer) Beckman Coulter Company (Marseille F) 
CD40 PE (10 µl / 500 µl FACS-Puffer) Beckman Coulter Company (Marseille F) 
CD274 PE (3 µl / 500 µl FACS-Puffer) Beckman Coulter Company (Marseille F) 
 
Die Tabelle zeigt alle für diese Dissertation verwendeten fluoreszenzmarkierten 
Antikörper. Jeder dieser Antikörper bindet spezifisch an das für ihn 
vorgesehene Oberflächenmerkmal. An diese Antikörper sind 
Fluoreszenzfarbstoffe (PE, FITC, APC, PerCP) gekoppelt, die unterschiedliche 
Emissions- und Absorptionsspektren haben. Während der Messung werden die 
gefärbten Zellen mit einem zum Fluoreszenzfarbstoff passenden Laser 
angeregt und emittieren Licht in einer bestimmten Wellenlänge, welche im 
Durchflusszytometer detektiert wird. Als Negativkontrolle werden 
Isotypkontrollen durchgeführt, um die unspezifische Bindung der jeweiligen 
Antikörper zu bestimmen.  
Zur Färbung der Zellen wurde zunächst das Zellpellet in ein 50 ml Tube mit 
FACS-Puffer übertragen. Danach wurde die Zellsuspension (500 µl) in ein 
FACS-Röhrchen umgefüllt und der jeweilige fluoreszenzmarkierte Antikörper 




bei 4° C für 10 Minuten in Dunkelheit. Schließlich wurde erneut zentrifugiert und 
zweimal mit FACS-Puffer gewaschen. Die Messung der Zellen erfolgte in 
FACS-Puffer in FACS-Röhrchen. 
 
 
2.5 Lyse Assay 
2.5.1 Durchführung  
Calcein AM (1 mg/ml in 100 µl DMSO) LifeTechnologies (Karlsruhe, D) 
CD45-APC BD Biosciences (Franklin Lakes, USA) 
D-PBS LifeTechnologies (Karlsruhe, D) 
IL-2 Sigma Aldrich (München, D) 
Propidium-Jodid 25 mg 
Stocklösung: 5 mg/ml (gelöst in 
DMSO) 
Working-Solution: 50 µg/ml 




RPMI-1640-Medium Biochrom (Berlin, D) 





Als Erstes erfolgte die Messung der Zellzahl von Targetzellen (primäre AML-
Blasten oder K562-Zellen) und Effektor-Zellen (PBMC / T-Zellen/ NK-Zellen) 
mittels Trypan Blau Zählung und Einstellung auf folgende Konzentrationen:  
• Targetzellen (T):  30.000/ml 
• Effektorzellen (E):  2,5x106/ml 
Zum Anfärben der Targetzellen wurden 2 µl Calcein pro 10 ml Medium 
hinzugefügt, gut vermischt und anschließend drei Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. Danach wurde zweimal mit RMPI-Medium gewaschen. Anschließend 
wurden Effektor- zu Targetzell Ratios (E:T) im Verhältnis von 5:1 bis 80:1 in 
einer 96- oder 12-Well Platte hergestellt. Abbildung 2 zeigt exemplarisch einen 
Versuchsaufbau. Der Versuchsaufbau wurde schließlich für vier Stunden unter 









Abbildung 2: Schematische Darstellung einer 96 Well-Platte mit 
Verdünnungsreihen für einen Lyse Assay mit verschiedenen E:T Ratios 
 
 
Für Ko-Kultur Experimente mit MSC wurden diese in einer Konzentration von 
5x104/ml 24 Stunden in einer 12-Well Platte prä-inkubiert. Nach optischer 
Kontrolle der Adhärenz der MSC wurde der Überstand entfernt und Calcein 
gelabelte Targetzellen und Effektorzellen zugegeben. Der Ansatz wurde dann 








2.5.2 Auswertung   
Nach 4-stündiger Inkubationsdauer wurden die Zellsuspensionen in FACS 
Röhrchen überführt, zentrifugiert, danach mit RPMI-Medium gewaschen und 
erneut zentrifugiert. Danach wurde das Zellpellet in 500 µl FACS Puffer 
überführt und mit 10 µl Propidium Iodid Lösung (PI) angefärbt. Die von den 
Effektorzellen lysierten, also PI positiven, Targetzellen, wurden dann mittels 
FACS gemessen und so die Effektivität der NK oder T-Zell vermittelten Lyse 
bestimmt. 
Für Ko-Kultur Experimente wurden zuerst die Zellsuspensionen in FACS 
Röhrchen übertragen. Die adhärenten MSC wurden anschließend mit 1 ml 
Trypsin bei 37° C für 10 Minuten inkubiert, somit aus den Platten gelöst und 
anschließend mit Medium verdünnt und ebenfalls in das passende FACS 
Röhrchen übertragen. Nach einmaligem Waschen erfolgte schließlich die 
Anfärbung der Zellsuspension für 10 Minuten bei 4° C in Dunkelheit mit 2 µl 
CD45-APC Antikörper. Danach folgte ein erneutes Waschen mit 
anschließender Anfärbung der Zellen mit PI und darauffolgender FACS 
Messung. Mit Hilfe von CD45 (nur von hämatopoetischen Zellen exprimiert) 
konnte später in der FACS Messung zwischen Effektor-, Target- und 







2.5.3. Auswertung und Gating-Strategie der Ko-Kultur Experimente mittels 
Fluorescence-activated cell sorting (FACS) 
Um die NK-Zell-vermittelte Lyse ohne radioaktives Assay messen zu können, 
wurde eine FACS-basierte Methode etabliert. Abbildung 3 zeigt exemplarisch 
die Auswertung und Gating Strategie der lysierten K562 Zellen bei einer E:T 
von 20:1. Abbildung 3a zeigt die Calcein positiven Targetzellen (hier K562, 99% 
im Gate R3). Abbildung 3b repräsentiert die Calcein negativen Effektorzellen 
(1% im Gate R3). Abbildung 3c zeigt eine E:T von 20:1 mit PI positiven, durch 
PBMC lysierten Targetzellen (PI und Calcein positiv). Mit Hilfe des Gates (R3) 
betrachtet man ausschließlich Calcein und PI positive Zellen und kann so den 







Abbildung 3: Auswertung Lyse Assay mit Hilfe der Durchflusszytometrie und 
der verwendeten Gating Strategie, a: Target-Zellen (K562), b: PBMC, c: 
Kombination aus PBMC (blau) und K562 (grün), mit bereits lysiertem Calcein-
positiven Target-Zellen (R3 stark PI positiv); d: lysierter Prozentanteil der 









Abbildung 4 zeigt die Gating Strategie bei einem Ko-Kultur Experiment mit 3 
verschiedenen Zelltypen (PBMC, K562 oder AML-Blasten, diverse 
Stromazellen). Mit Hilfe von CD45, ubiquitär vorhanden auf allen 
hämatopoetischen Zellen, konnte zwischen MSC (hier MS-5), Effektor- und 
Targetzellen unterschieden werden.  
 
 
Abbildung 4: Ko-Kultur mit Gating Strategie (oben). Auswertung der PI positiven 
Zellen in R2 (unten). Oben links:  CD45 positive AML-Blasten (in Region 2 
[R2]). Oben Mitte: CD45 positive AML-Blasten mit PBMC. Oben rechts zeigt 
CD45 positive AML-Blasten und PBMC in R2, mit CD45 negativen Stromazellen 
(hier MS-5 in Rot) die außerhalb R2 liegen und somit nicht in die Messung, 
siehe Abbildung 3, einfließen. Die Abbildungen unten zeigen die PI positiven 






Für die statistische Auswertung wurden jeweils drei Experimente, sofern nicht 
anders angegeben, durchgeführt. Es erfolgte die Bestimmung des Mittelwerts 
sowie der Standardabweichung. Das Signifikanzniveau (p-Wert) wurde mit Hilfe 
des t-Tests bestimmt. Bei einem p-Wert ≤ 0,05 wurde von einem signifikanten 

















3. Ergebnisse  
3.1 Einfluss der Hypoxie auf NK- und T-Zellen 
Zuerst wurde untersucht, wie sich die im Knochenmarks-Microenvironment 
physiologisch vorherrschende Hypoxie auf die Expression von 12 
unterschiedlichen Oberflächenmarkern auf normale Lymphozyten gesunder 
Spender (siehe Tabelle 4 für Charakteristika) aus dem peripheren Blut auswirkt.  
 
Spender PBMC Alter Geschlecht % NK-Zellen 
1 25 m 17 
2 35 m 18 
3 40 w 7 
4 26 w 13 
5 40 m 14 
Tabelle 4: PBMC Spendercharakteristik mit Anteil der NK-Zellen (%) 
 
Nach 48 Stunden Inkubation unter 1% O2 zeigte sich, dass die Viabilität (%) der 
Zellen nicht wesentlich durch den reduzierten Sauerstoffgehalt beeinflusst 
wurde (21% O2: Mittelwert: 30,7 ± 18,7% PI+ Zellen (tot); 1% O2: Mittelwert 
31,7 ± 9,8% PI+ Zellen (tot), p = 0,94).  
Zur Überprüfung der möglichen Auswirkung der Hypoxie auf NK- und T-Zellen 




 NK-Zellen T-Zellen 
CD Marker 21% O2 1% O2 21% O2 1% O2 
CD38 % 97  96  63 59 
CD28 % 0 0 98 98 
CD58 % 97 96 38 37 
CD71 % 0 0 1 3 
CD11b % 98 94 12 12 
CD154 % 0 0 0 0 
CD16 % 79 68 0 0 
CD25 % 0 0 12 10 
CD27 % 0 2 85 91 
CD69 % 13 56 16 17 
CD40 % 0 0 2 2 
CD274 % 90 98 84 93 
Tabelle 5: Expression der Oberflächenmarker (%) auf PBMC unter 21% und 1% 






Dabei zeigte sich, dass es zu einem fünffachen Anstieg von CD69 auf NK-
Zellen unter Hypoxie kam. Der Anstieg (%) von CD69 unter Hypoxie (1% O2) 
nach 48-stündiger Inkubation beschränkte sich nur auf NK-Zellen (21% O2: 
Mittelwert: 13,7 ± 3,2%; 1% O2: Mittelwert: 63,0 ± 9,8%, p < 0,05), während bei 
T-Zellen kein Unterschied beobachtet wurde (21% O2: Mittelwert: 3,6 ± 0,15%; 
1% O2: Mittelwert: 14,2 ± 4,6%, p = 0,16). Die Ergebnisse sind in Abbildung 5 
zusammengefasst.  
 
Abbildung 5: Anstieg von CD69 auf NK-Zellen unter Hypoxie im Vergleich zu 




























3.2 Hypoxie-konditionierte PBMC und deren Effekt auf die Lyse von Zelllinien 
Um zu untersuchen, welche Subpopulation von Lymphozyten für die 
zellvermittelte Lyse verantwortlich ist, wurden NK- und T-Zellen mittels MACS 
separiert und aufgereinigt. In einem ersten Ansatz wurden sofort nach 
Gewinnung der separierten NK und T-Zellen gesunder Spender ein Lyse-
Ansatz mit der Zelllinie K562 durchgeführt. Nach vierstündiger Inkubation in 
Normoxie zeigte sich, dass ausschließlich NK-Zellen für die zellvermittelte Lyse 
verantwortlich sind (durchschnittliche Lyse (%) mit - NK-Zellen: Mittelwert: 43,8 
± 4,1%; T-Zellen: Mittelwert: 10,4 ± 0,7%, p < 0,05; siehe Abbildung 6).  
 


















In Hypoxie aktivierte NK-Zellen, die zuvor 48 Stunden unter 1% O2 inkubiert 
wurden, exprimierten vermehrt CD69 und dies führte zu einer im Mittel 1,4-
fachen Zunahme der Lyse der K562 Zelllinie (Mittelwert Lyse (%) unter 21% O2: 





Abbildung 7: Vergleich Lyse K-562 durch in Normoxie versus Hypoxie  
























3.3 Hypoxie-konditionierte PBMC und deren Effekt auf die Lyse von primären 
AML-Blasten 
Nachdem in diesen Modelversuchen gezeigt werden konnte, dass NK-Zellen 
durch hypoxische Konditionierung aktiviert werden und die zelluläre Lyse damit 
erhöht werden kann, sollte in einem nächsten Schritt untersucht werden, ob 
ähnliche Ergebnisse auch bei primären AML-Blasten erzielt werden können. 
Daher wurden primäre AML-Blasten für alle weiteren Lyse-Experimente 
verwendet (n = 5, Patientencharakterisierung siehe Tabelle 6).  
 
AML Alter Geschlecht FAB Genetik Blastenanteil (%) 
1 82 w M1 NPM1 A Mutation, FLT3 
ITD 
92 
2 54 w M1 FLT3 ITD 91 
3 52 w M4eo Inversion 16 60 
4 62 w NA NA 65 
5 24 m M4 Trisomie 8 80 
Tabelle 6: Patientencharakteristika der primären AML-Blasten 
 
Im ersten durchgeführten Experiment mit primären Zellen, kam es jedoch zu 
keiner Zunahme der Lyse durch die hypoxisch konditionierten NK-Zellen (E:T 
40:1: 32,9% Lyse (unter 21% O2) versus 26,1% Lyse (unter 1% O2), E:T 80:1: 




Deshalb wurden als nächstes PBMC 48 Stunden mit IL-2 (100U/ml) unter 
Normoxie (21% O2) stimuliert. IL-2 bewirkte hier eine ausgeprägte Stimulation 
der NK-Zellen mit dem Ziel eine vermehrte Lyse der primären Blasten zu 
erreichen. Gezeigt werden konnte in einem Kontrollexperiment mit der Zelllinie 
K562, dass es zu einer Zunahme der Lyse kommt (E:T Ratio 40:1: 14,1% Lyse 
versus 39,6%, E:T Ratio 80:1: 27,5% versus 49,1%, Abbildung 8). 
Interessanterweise zeigte sich bei primären AML-Blasten, trotz der 
vorangehenden Stimulation der NK-Zellen durch IL-2, keine Zunahme der Lyse 
(Mittelwerte: E:T 20:1: 24,6 ± 15,9% versus 30,3 ± 9,7% mit IL-2, p = 0,4; E:T 
40:1: 41,3 ± 10,1% versus 42,6 ± 9,5% mit IL-2, p = 0,06; Abbildung 8). 
 
 
Abbildung 8: Links: Lyse K-562 mit und ohne IL-2 Stimulation. Rechts: Lyse 





3.4 Mesenchymale Stromazellen schützen AML-Blasten vor NK-Zell-vermittelter 
Lyse 
Um einen möglichen protektiven Effekt mesenchymaler Stromazellen auf die 
NK-Zell-vermittelte Lyse von AML-Blasten zu untersuchen, wurden Experimente 
mit primären AML-Blasten durchgeführt (n=5, Klassifikation in Tabelle 6). Die 
Viabilität der AML-Blasten wurde nicht wesentlich von der Ko-Kultur mit der 
Stromazelllinie MS-5 (25 x 103 pro Kultur) nach einer Inkubation in 21% O2 von 
48 Stunden beeinflusst (Viabilität der primären AML-Blasten nach 48 Stunden 
Inkubation 90,0% ohne MSC versus 90,6% mit MSC, nicht signifikant).  
Für die Ko-Kultur Experimente wurden unstimulierte, frisch gewonnene PBMC, 
primäre AML-Blasten sowie die Stromazelllinie MS-5 verwendet. Nach einer 
vierstündigen Inkubation in Normoxie zeigte sich, dass MSC in der Lage waren, 
der NK-Zell-vermittelten Lyse der AML-Blasten entgegenzuwirken (Mittelwerte: 
E:T Ratio 20:1 Lyse 74,6 ± 4,8% versus 36,6 ± 7,8% Lyse mit MSC, p < 0,05; 
E:T Ratio 10:1 Lyse 59,6 ± 3,2% versus 29,3 ±  6,7% Lyse mit MSC, p < 0,05; 






Abbildung 9: NK-Zell-vermittelte Lyse von primären AML-Blasten mit (+) und 
ohne (-) MSC (MS-5) mit den E:T Ratios 10:1 und 20:1 
 
3.5 Mechanismus der MSC-vermittelten Protektion von AML-Blasten 
Um den Mechanismus des protektiven Effekts von MSC auf AML-Blasten weiter 
eingrenzen zu können, wurden zwei unterschiedliche Stromazelllinien 
verwendet: Während die Linie „EL08-1D2“ für hämatopoetische Zellen 
supportive Eigenschaften besitzt und aktiv in die Ausreifung hämatopoetischer 
Stammzellen eingreift (sog. supporter), besitzt die ansonsten gleiche Linie 

























Die Ko-Kultur Experimente erfolgten zusätzlich zu diesen beiden Zelllinien 
erneut mit primären AML-Blasten und unstimulierten, frisch gewonnenen nicht 
separierten Lymphozyten unter Standardlaborbedingungen (21% O2). Es 
konnte gezeigt werden, dass ausschließlich  die unterstützende Linie EL08-1D2 
primäre AML-Blasten vor der NK-Zell-vermittelten Lyse schützte (Mittelwerte: 
Lyse (%) ohne MSC: 57,7 ± 5,0%; Lyse (%) mit EL28-1D3: 61,7 ± 8,4%; Lyse 
(%) mit EL08-1D3: 34,0 ± 3,5%, p < 0,05; siehe Abbildung 10). 
 
 
Abbildung 10: NK-Zell-vermittelte Lyse von primären AML-Blasten ohne MSC 






















Bei der akuten myeloischen Leukämie handelt es sich um eine maligne 
Erkrankung, bei der es trotz intensiver Chemotherapie häufig zu Rezidiven 
kommt. Bei AML, die aufgrund ihres genetischen Risikoprofils ein besonders 
hohes Rezidivrisiko aufweisen, stellt die allogene Stammzelltransplantation die 
einzige kurative Option dar, wobei der Graft-versus-Leukämie-Effekt die 
entscheidende Rolle spielt. Es handelt sich hierbei also um eine erfolgreiche 
Immuntherapie der AML.  
Daher wurde schon seit längerem versucht, weitere immuntherapeutische 
Behandlungskonzepte zu etablieren. Trotz vielversprechender in vitro 
Ergebnisse zeigte sich, dass in klinischen Studien viele dieser Ansätze weit 
weniger erfolgreich waren als gedacht.  Mögliche Gründe dafür könnten 
einerseits das fehlende Verständnis der komplexen immunologischen Prozesse 
in vivo oder das fehlende Wissen über die passenden Zielantigene der AML-
Blasten sein. Auch das im Knochenmark vorherrschende Microenvironment mit 
seinen löslichen und zellulären Bestandteilen könnte immunologische Prozesse 
in vivo beeinflussen.  Einen wesentlichen Bestandteil des Mikroenvironments 
stellt die physiologisch vorherrschende Hypoxie im Knochenmark dar. Diese 
nimmt sowohl Einfluss auf Stammzellen als auch auf Immunzellen. 
So konnte gezeigt werden, dass NK-Zellen, die 48 Stunden physiologisch 
hypoxischen Bedingungen (1% O2) ausgesetzt waren, aktiviert wurden und 




stimulatorisches Molekül, das wichtig für die Proliferation und Sekretion von 
Zytokinen ist und zu einer vermehrten Zytotoxizität von NK-Zellen führt [94]. Die 
hypoxische Aktivierung beschränkte sich jedoch nur auf NK-Zellen. T-Zellen 
wurden nicht beeinflusst und die CD69-Expression blieb unverändert. 
Interessanterweise hatte eine 48-stündige hypoxische Exposition keinerlei 
Einfluss auf die Viabilität von NK- und T-Zellen, primären AML-Blasten und 
anderen Zelllinien. In den darauffolgenden Lyse-Experimenten zeigte sich, dass 
die hypoxische Aktivierung zu einer signifikant gesteigerten Zunahme der Lyse 
der Zelllinie K-562 durch NK-Zellen führte. Für primäre AML-Blasten konnte 
jedoch eine vermehrte Lyse durch aktivierte NK-Zellen nicht nachgewiesen 
werden. Selbst die Exposition dieser NK-Zellen mit IL-2, welches diese 
bekanntermaßen stimuliert [95], führte hier zu keiner Zunahme einer 
zellvermittelten Lyse primärer Blasten.  
Bekannt ist bereits, dass NK-Zellen durch hypoxische Bedingungen beeinflusst 
werden. Im Rahmen solider Tumore mit intratumoraler Hypoxie konnte gezeigt 
werden, dass über die Sekretion sowie über das hypoxische Tumor-
Microenvironment NK-Zellen gehemmt werden und ihre zytotoxische Aktivität 
abnimmt [91, 96]. Zu tumorfreier hypoxischer Inkubation gibt es 
widersprüchliche Angaben. So fand man heraus, dass NK-Zellen, die 96 
Stunden unter Hypoxie inkubiert wurden, die Möglichkeit verlieren, aktivierende 
Rezeptoren - auf die Zytokine wirken (z.B. IL-2) - auszubilden. Dies geht mit 
einer verminderten Tumorzell-Lyse einher. Interessanterweise wird die 




konnte eine andere Arbeit zeigen, dass Hypoxie auch zur vermehrten 
Expression von aktivierenden Rezeptoren auf NK-Zellen führen kann [97]. 
 
Den hier präsentierten Daten zufolge scheint Hypoxie nur Einfluss auf die 
Expression von CD69 auf NK-Zellen nehmen. Die vermehrte Expression erhöht 
deren Aktivität ausschließlich gegenüber der Zelllinie K-562. Vermutlich spielt 
die Dauer der Inkubation sowie das Ausmaß der Hypoxie eine Rolle, um eine 
vermehrte Lyse und Expression von CD69 herbeizuführen. Ebenso könnte die 
Inkubation in Hypoxie der magnetisch separierten NK-Zellen alleine oder in 
„unseparierter“ Form als PBMC Einfluss auf deren Aktivierung haben. 
Womöglich beeinflussen T-Zellen die Expression von CD69 auf NK-Zellen. 
Letztendlich konnte der Mechanismus der hypoxischen Aktivierung von NK-
Zellen und der Expression von CD69 in dieser Arbeit nicht abschließend geklärt 
werden. Denkbar wäre jedoch, dass Hypoxie eine Art „Stress-Signal-Weg“ in 
NK-Zellen aktiviert und somit deren Aktivität steigert.  
 
Zur zytotoxischen Aktivität von NK-Zellen ist bekannt, dass sie sowohl die 
Zelllinie K562 als auch diverse AML-Zelllinien lysieren können [98]. Des 
Weiteren wurde bereits gezeigt, dass aktive NK-Zellen bei Patienten mit AML 
für ein längeres rezidivfreies Überleben sorgen [99]. Deshalb werden die 
zytotoxischen Eigenschaften der NK-Zellen mittlerweile als Immuntherapie zur 
Behandlung einer AML genutzt. Zugelassen ist dabei die Stimulation von NK-




durch die stimulierten NK-Zellen zur vermehrten Lyse der AML-Blasten. 
Histamin-Dihydrochlorid verhindert dabei die Hemmung der stimulierten NK-
Zellen durch Monozyten sowie Granulozyten [69]. Inhibierend wirken dabei 
Sauerstoffradikale, produziert von Monozyten, die zur Apoptose von NK-Zellen 
führen und somit eine Immunsupression bewirken [100]. Auch in dieser Arbeit 
konnte erneut belegt werden, dass NK-Zellen für die Lyse von Zelllinien, aber 
auch von primären AML-Blasten verantwortlich sind. Die ausbleibende 
Zunahme der Lyse von primären Blasten durch hypoxie-aktivierte NK-Zellen 
könnte einerseits am speziellen und eventuell protektiven, bislang noch 
unbekannten, Microenvironment der AML-Blasten selbst liegen. Andererseits 
könnten Monozyten oder Granulozyten mit den NK-Zellen, wie weiter oben 
beschrieben, interferieren.   
Für eine Interferenz spricht, dass nicht einmal eine vorausgehende Stimulation 
mit IL-2, trotz Zunahme von CD69 auf NK-Zellen und Zunahme der Lyse der 
Zelllinie K-562, zu einer vermehrten Lyse von primären AML-Blasten führte. 
Eine Hypothese wäre, dass die NK-Zellen während der vierstündigen 
Inkubation mit den AML-Blasten durch noch einen zu identifizierenden 
Mechanismus (z. B. Zytokine) inhibiert werden. Denkbar wären auch 
methodische Fehler, z. B. dass zur Stimulation der NK-Zellen zu wenig IL-2 
verwendet wurde, und / oder die Dauer der Inkubation nicht ausreichend war, 




Zusätzlich wäre auch, wie bereits weiter oben beschrieben, eine Hemmung der 
NK-Zellen durch Monozyten sowie Granulozyten plausibel. So scheint auch hier 
eine alleinige Stimulation mit IL-2 nicht ausreichend zu sein und zusätzliche 
Faktoren, wie Histamin-Dihydrochlorid [69], werden für die in vitro Lyse von 
primären Blasten benötigt. Aber auch das Fehlen bestimmter ko-
stimulatorischer Signale oder die exklusive Stimulation der NK-Zellen durch IL-2 
vor den Lyse-Experimenten, könnten eine Erklärung für die unveränderte Lyse 
sein. Womöglich wäre eine dauerhafte Stimulation der NK-Zellen mit IL-2 oder 
eine dauerhaft vorherrschende Hypoxie notwendig, um eine vermehrte Lyse 
von primären Blasten herbeiführen zu können. Dies zeigt ein weiteres Mal, wie 
der lösliche Anteil des Microenvironments Einfluss auf immunologische 
Prozesse nimmt. Dabei spielt nicht nur das lösliche Microenvironment, sondern 
auch das zelluläre Mikroenvironment eine zentrale Rolle.  
So stellen die mesenchymalen Stromazellen einen weiteren relevanten Faktor 
des Microenvironment im Knochenmark neben der Hypoxie dar. Diese nehmen 
einerseits regulatorischen Einfluss auf Stammzellen und AML-Blasten und 
bilden andererseits die sogenannte Stammzellnische aus [77, 78]. Bei den MSC 
handelt es sich um pluripotente Stromazellen, die sich in eine Vielzahl von 
Zellen differenzieren können. MSC führen zudem zu einer vermehrten 
Produktion von anti-apoptotischen Proteinen der Bcl-2-Familie in AML-Blasten. 





Um zu überprüfen, ob MSC ebenfalls Einfluss auf die zytotoxische Aktivität von 
NK-Zellen nehmen, wurde in dieser Arbeit eine Ko-Kultur mit der murinen 
Stromazelllinie MS-5, den NK-Zellen und primären AML-Blasten durchgeführt. 
Hier kam es zu einem signifikanten Rückgang der Lyse primärer AML-Blasten 
durch NK-Zellen. Diese verminderte Lyse der AML-Blasten in Ko-Kultur mit 
MSC lässt sich mit Hilfe zweier Hypothesen erklären (Abbildung 11).  
 
 
Abbildung 11a: Barrierefunktion der MSC (orange) um AML-Blasten (violett). 
NK-Zellen (grün). 11b: verminderte Toxizität der NK-Zellen durch diverse 
Mediatoren (gelb) 
 
Die erste Hypothese wäre, dass MSC eine Art Schutzbarriere um AML-Blasten 
bilden und somit zu einer verminderten Lyse führen (Abbildung 11a). Somit 
hätten es die NK-Zellen einerseits mit einer vermehrten Zellzahl (MSC und 
AML-Blasten) zu tun, was wiederum zu einer Änderung der E:T Ratio führt. 




AML-Blasten lysieren zu können. Alternativ könnte ein Zellverband aus MSC 
auch dazu führen, dass die Blasten durch diese maskiert würden und ein 
notwendiger Zell-Zellkontakt von AML-Blasten und NK-Zellen damit erschwert 
oder gar unmöglich gemacht wird. Somit könnten die NK-Zellen ihre 
zytotoxische Aktivität über den Granzym-Perforin-Mechanismus nicht 
ausreichend entfalten. 
 
Die zweite Hypothese besagt schließlich, dass MSC mit Hilfe von Mediatoren 
die NK-Zell-Funktion direkt beeinflussen (Abbildung 11b). Untermauert wird 
diese Hypothese dadurch, dass MSC immunmodulatorische und 
immunsupprimierende Effekte auf NK-Zellen ausüben.  
Um den Mechanismus dieser Protektion genauer verstehen zu können, wurden 
in einem nächsten Schritt zwei verschiede Stromazelllinien verwendet. Zum 
einen kam die Stromazelllinie EL08-1D2, die mit Hilfe verschiedener Mediatoren 
(Wachstumsfaktoren) die Ausreifung sowie das Überleben von AML-Blasten ex-
vivo sichert (Support), zum Einsatz [92, 93]. Zum anderen wurde die 
Stromazellline EL28-1D3, ohne supportive Eigenschaften, verwendet [92, 93]. 
Es zeigte sich schließlich, dass ausschließlich Ko-Kultur-Experimente mit der 
supportiven Stromazelllinie zu einer reduzierten Lyse der AML-Blasten durch 
NK-Zellen führte. Somit erscheint eine alleinige Barrierefunktion durch MSC 
unwahrscheinlich. Deshalb müssen MSC immunmodulatorische Eigenschaften 




So ist bereits bekannt, dass MSC mit Hilfe verschiedener Mediatoren (z.B. 
Tumornekrosefaktor, Prostaglandin E2 u.v.m.) sowie Zell-Zell-Kontakt Einfluss 
auf die Proliferation, Zytokin-Sekretion, Regulation und Zytotoxizität von T-
Zellen nehmen. Auch B-Zellen und deren Produktion von Antikörpern und ko-
stimulatorischen Molekülen werden durch MSC reguliert [101]. 
Mittlerweile sind mehr als ein Dutzend Faktoren bekannt, die direkt eine 
immunmodulierende oder immunsupprimierende Wirkung auf verschiedene 
Effektorzellen ausüben. Diese immunmodulatorischen Eigenschaften wurden 
auch bereits klinisch erprobt. So konnten MSC erfolgreich bei akuten sowie 
chronischen GvH-D eingesetzt werden, welche auf die herkömmlichen 
Therapien nicht mehr ansprachen. Die MSC inhibierten die alloreaktiven T-
Zellen. Der Einsatz der MSC erwies sich als sicher und kaum immunogen [102, 
103]. 
So erscheint es folglich logisch, dass auch NK-Zellen durch MSC beeinflusst 
werden. Es zeigte sich, dass IL-2 aktivierte NK-Zellen durch MSC in deren 
zytotoxischen Aktivität und Zytokinproduktion gehemmt werden. Verantwortlich 
dafür ist eine verminderte Expression von aktivierenden NK-Zellrezeptoren. 
Mögliche Mediatoren der MSC für die Immunmodulation scheinen Indolamin 
2,3-Dioxygenase und Prostaglandin E2 zu sein [104, 105]. Eine weitere Arbeit 
konnte zeigen, dass MSC, die vermehrt den TLR4 (Toll-like-receptor) 
exprimierten, weniger IL-8 und IL-6 sezernierten. Dies führte zu einem 




Expression von TLR4 auf MSC kam es, wenn diese in Ko-Kultur mit AML-
Blasten waren. Blockierte man den TLR4 auf MSC, kam es wieder zu einer 
Regeneration der NK-Zell-Funktion mit Zunahme der Zytotoxizität und 
Proliferation [106]. Interessanterweise zeigten sich die inhibitorischen Effekte 
nur, wenn die NK-Zellen mehrere Tage mit den MSC inkubiert wurden. Bei 
frisch isolierten NK-Zellen, ohne mehrtägige Inkubation mit MSC, kam es zu 
keiner Abnahme der Lyse trotz Ko-Kultur [107]. 
Folglich scheinen supportive MSC eine zentrale Rolle in der Immunmodulation 
von Abwehrzellen zu spielen. Sie nehmen direkt Einfluss auf die zellvermittelte 
Lyse von NK-Zellen, selbst in einer nur vierstündigen Ko-Kultur mit den NK-
Zellen. Somit könnten sich Blasten in Ko-Kultur selbst mit einem protektiven 
Microenvironment umgeben, das immunsupprimierend wirkt. MSC schützen 
Blasten womöglich vor NK-Zell-vermittelter Lyse mit Hilfe ihrer 
Wachstumsfaktoren, analog zur Chemotherapeutika-Resistenz über eine 
verminderte Apoptose [84]. Dafür spricht, dass NK-Zellen mit Hilfe von 
Granzymen die Apoptose einleiten.  
Zukünftig wäre es wünschenswert, die molekularen Mechanismen hinter der 
immunsupprimierenden Wirkung durch MSC weiter zu erforschen. Vor allem die 
rasche Inhibition der NK-Zellen durch MSC in Ko-Kultur bedarf einer genaueren 
Betrachtung. Auch der Einfluss auf AML-Blasten und deren Resistenz 
gegenüber NK-Zell-vermittelter Lyse erfordert weitere Untersuchungen. 




MSC durchgeführt werden, um mögliche weitere Unterschiede im Support/Non-
Support identifizieren zu können. Auch der Einfluss verschiedener AML-
Zelllinien sowie primärer AML-Blasten auf MSC benötigt weitere Erforschungen. 
 
Ziel sollte es sein, die immunmodulatorischen Zusammenhänge zu verstehen, 
um neue Therapien entwickeln zu können. Des Weiteren sollte es zukünftig 
möglich sein, in vitro ein Microenvironment simulieren zu können, mit dessen 
Hilfe das Verhalten von Chemotherapeutika oder Immunzellen möglichst 
realitätsnah abgebildet werden kann, um deren in vivo Funktionalität besser 











5. Zusammenfassung  
Die AML ist eine maligne Erkrankung der Hämatopoese, bei der es durch 
ungehemmte Proliferation unreifer klonaler myeloischer Progenitoren (sog. 
leukämische Blasten) zur Verdrängung der physiologischen Hämatopoese 
kommt. Trotz intensiver Chemotherapie führt die Erkrankung häufig zum Tode. 
Haupttodesursache sind Rezidive, also das Wiederauftreten leukämischer 
Blasten nach initial erfolgreicher Chemotherapie mit Erreichen einer kompletten 
Remission. Im Falle eines Rezidivs kann eine Heilung nur noch durch eine 
allogene Stammzelltransplantation (SZT) erreicht werden. Hierbei spielt zwar 
die rein zytotoxische Wirkung der Konditionierungstherapie eine Rolle, 
wesentlich ist aber auch der immunlogische Effekt: bei der allogenen 
Stammzelltransplantation werden neben den Stammzellen auch Immunzellen 
(überwiegend T-Zellen) übertragen, was zur Ausbildung des sog. Graft-versus-
Leukemia-Effekts im Empfänger führt. Die allogene SZT stellt damit die 
erfolgreichste Immuntherapie der AML dar. Andere immuntherapeutische 
Ansätze haben bislang die in sie gesetzten Erwartungen nicht vollständig erfüllt. 
Ein möglicher Grund könnte das in vivo Microenvironment sein, welches bei der 
Entwicklung solcher Therapieansätze nur unzureichend berücksichtigt wurde. In 
diesem Projekt wurde der Fokus auf die physiologischerweise im Knochenmark 
vorherrschende Hypoxie mit einem pO2 von 1% sowie auf mesenchymalen 
Stromazellen (MSC) gelegt, da eigene und andere Vorarbeiten Auswirkungen 




Es konnte gezeigt werden, dass von 12 untersuchten Oberflächenmarkern nur 
CD69 bei NK-Zellen unter einem pO2 von 1% vermehrt exprimiert wird (63% vs. 
13%, p < 0,05). Da diese hypoxisch konditionierten NK-Zellen auch vermehrt 
AML- und CML-Zelllinien lysierten (74% vs 53%, p < 0,05), kann eine 
spezifischen Aktivierung durch Hypoxie vermutet werden. Hingegen fanden sich 
in T-Zellen durch Hypoxie keine signifikanten Änderungen in den untersuchten 
Parametern. Während sich die Ergebnisse in AML-Zelllinien bestätigen ließen, 
gelang dies nicht in primären AML-Proben von Patienten, auch nicht nach 
Stimulation mit IL-2. 
In einem nächsten Schritt wurde die Rolle von MSC auf die NK-Zell-vermittelte 
Lyse untersucht. Im Ko-Kultur-Modell, bestehend aus Target- (AML) und 
Effektorzellen (NK- und T-Zellen), wurden signifikant weniger lysierte AML-
Blasten beobachtet als im Modell ohne MSC (50% Reduktion, p < 0,05). Darauf 
aufbauend wurden 2 verschiedene MSC-Linien verwendet: EL08-1D2, welche 
MSC durch Sekretion von Wachstumsfaktoren unterstützt und EL28-1D3, die 
keine solche Fähigkeit aufweist. Der Effekt der Protektion von AML-Blasten 
wurde nur bei der MSC-Linie EL08-1D2 beobachtet (34% Lyse vs. 61% Lyse, p 
< 0,05). Dies bedeutet, dass eine aktive Sekretion von Mediatoren durch MSC 







Zusammenfassend implizieren diese Daten eine Rolle des Microenvironment in 
der Immunantwort von NK-Zellen gegenüber AML. Dies legt nahe, dass 
Faktoren wie der Sauerstoffpartialdruck und MSC zukünftig bei der in vitro 
Untersuchung nicht nur von Chemotherapeutika, sondern auch von 
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